E1A, E1B Double-restricted adenovirus with RGD-fiber modification exhibits enhanced oncolysis for CAR-deficient biliary cancers by 若山 真理子
E1A, E1B Double-restricted adenovirus with
RGD-fiber modification exhibits enhanced
oncolysis for CAR-deficient biliary cancers
著者 若山 真理子
内容記述 Thesis (Ph. D. in Medical
Sciences)--University of Tsukuba, (A), no.
4489, 2007.7.25
Joint authors: Masato Abei ... et al.
Offprint. Originally published in: Clinical
cancer research, v. 13, no. 10, pp. 3043-3050,
2007
Includes supplementary treatises
Includes bibliographical references
発行年 2007
その他のタイトル RGDファイバー修飾型E1A, E1B二重制限アデノウイ
ルスによるCAR欠損胆道癌に対する腫瘍融解効果の
増強
URL http://hdl.handle.net/2241/101291
55
論 文 の 内 容 の 要 旨
（目的）
　胆道癌は自覚症状が乏しく進行癌の状態で発見されることが多く，現状では手術的切除が唯一の根治療法
であるため，新規治療法の開発が待たれている。アデノウイルス（Ad）は遺伝子治療用のベクターとして
多くの実績があり，その中で E1A，E1B二重制限アデノウイルス AxdAdB3 は，癌抑制遺伝子である p53 や
Rb系のシグナル異常のある癌細胞で選択的に増殖し，腫瘍融解を誘導するため，新規の癌治療法として注
目されている。しかし，消化器癌での知見は少ない。著者らは，胆道系の癌細胞の約半数において，
AxdAdB3 の抗腫瘍効果が不完全であり，それらの細胞では Coxsackievirus-adenovirus receptor（CAR）の発
現が低いことを見出した。本研究では，AxdAdB3 の胆道癌に対する治療効果を高めるため，細胞表面の a v 
b integrinと相互作用してウイルスの細胞内侵入に関与する RGDファイバーを修飾した新規アデノウイルス
ベクターを開発して，その抗腫瘍効果を検討した。
（対象と方法）
　10 種類のヒト胆道癌細胞株を用い，細胞表面の CARおよび a v b integrinの発現を flow cytometryおよび
Western blot法により解析した。ウイルスは野生型ファイバーを持つ AxdAdB3 と Arg-Gly-Asp（RGD）ペプ
チド配列を挿入した変異型ファイバーを持つ AxdAdB3-F/RGDを用い，各細胞株への感染効率を検討する際
には CAG promoter下で LacZ遺伝子を発現する AxCAlacZおよび AxCAZ3-F/RGDを使用し，b-galactosidase 
assayを行った。In vitro殺細胞効果はWST-1 法により，in vivo抗腫瘍効果はヌードマウスへのヒト胆道癌皮
下移植モデルで検討した。
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（結果）
　ヒト胆道癌細胞株における CARの発現は多様で，Adの感染効率は CARの発現量と相関し，Adベクター
による癌治療効果を規定する因子と考えられた。一方，a v b integrinは全ての胆道癌細胞株で強く発現して
いた。CAR低発現の細胞株での Ad感染効率は RGDファイバーの修飾により改善した。CAR高発現の細胞
株では AxCAlacZおよび AxCAZ3-F/RGDは同程度の感染効率を示した。CAR低発現の細胞株に対する殺細
胞効果も変異型ファイバーを持つ AxdAdB3-F/RGDにおいて著明な改善が認められ，AxdAdB3-F/RGDは
CAR高発現細胞株でも AxdAdB3 と同程度の殺細胞効果を示した。In vivo抗腫瘍効果では，AxdAdB3-F/RGD
は他のベクターよりも高い腫瘍抑制を示した。また，AxdAdB3 および AxdAdB3-F/RGDは癌細胞で良好に
増殖し細胞を融解させたが，正常肝細胞や正常線維芽細胞では増殖能が低く，細胞障害も軽微であった。
（考察）
　ヒト胆道癌細胞株は CARの発現が細胞株により異なるが，a v b  integrinはいずれに細胞株でも高発現し
ていた。Adベクターのファイバーを RGD修飾した AxdAdB3-F/RGDは a v b  integrinを介して CAR低発現
胆道癌細胞株にも効率よく感染し，野生型ファイバーを持つ AxdAdB3 に比較して in vitroでの腫瘍細胞の融
解や in vivoでの抗腫瘍効果が著明に亢進した。また，正常細胞である初代肝細胞や線維芽細胞に対するウ
イルスベクターの増殖や細胞障害性は癌細胞に比べて著明に抑制されていた。これらのことから，RGDファ
イバー修飾型 E1A，E1B二重制限アデノウイルスベクターは CAR低発現胆道癌の治療として有用と考えら
れる。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　胆道癌は自覚症状が乏しく進行癌の状態で発見されることが多く，現状では手術的切除が唯一の根治療法
であるため，遺伝子治療などの新規治療法の開発が待たれている。本研究は，腫瘍選択的に作用する増殖型
アデノウイルスベクターの胆道癌に対する治療効果を高めるため，細胞内侵入に関与する RGDファイバー
を修飾した新規ベクターを開発して，その抗腫瘍効果を検討したものである。ベクターの正常肝細胞への影
響や宿主の免疫反応によるベクターの増殖抑制等の臨床応用に向けた課題は残るが，胆道癌の遺伝子治療法
の開発として意義ある論文である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
